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应用间接 EL ISA 方法定量检测转基因抗虫玉米
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摘　要 : 应用纯化的 Bt1 杀虫晶体蛋白质作为标准蛋白和免疫抗原 ,通过抗体2抗原2酶标抗体反
应 ,建立了间接酶联免疫吸附测定法 ( EL ISA) ,以快速检测转基因抗虫玉米中的 Bt1 表达蛋白. 用
建立的 EL ISA 法对 4 种进口玉米实物样品进行了测定 ,实验结果得到了免疫印迹分析的验证 ,并
与进口试剂盒方法的定量分析结果相一致.
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Abstract : Based on the reaction among antibody2antigen2enzyme antibody , using purified Bt1 insecti2
cide crystal protein as standard protein and immunity antigen , a quantitative indirect enzyme2linked
immunosorbent assay ( EL ISA) method was established to detect Bt1 protein expressed in genetically
modified maize. 4 import maize samples were detected by the EL ISA , compared to western2blotting &
KIT assay methods. and results were agreeable.
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　　2001 年全世界转基因作物种植面积高达 5 260
万 hm2 ,其中种植面积居第二位的转基因玉米为







产品的颗粒比超过一定阈值 (如 1 % ,即 100 粒中有
1 粒为转基因玉米) 则需有强制性标识. 我国于
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进行安全性评价和实施监管的基础. 目前转基因产
品的检测主要有 PCR (聚合酶链式反应) 和 EL ISA
(酶联免疫吸附测定) 等方法[2 ] . PCR 检测法是将样
品中提取的 DNA 作为模板 ,使微量、特定的目标
DNA 片段在几个小时内迅速扩增百万倍 ,因而具有
灵敏和快速的优点 ; EL ISA 检测法是一种利用免疫
学原理检测抗原或抗体的技术 ,在生物医学等领域
已得到了广泛应用 ,EL ISA 方法检测外源基因表达










1 . 1 . 1 　试验材料 　由厦门口岸入境的来自美国、
加拿大等国的进口玉米随机抽取的样品 ;Bt1 玉米
标准样品 :购自美国 SDI 公司 ;Bt1 晶体蛋白 :北京
大学生命科学学院许崇仁教授提供 ;新西兰大白
兔 :购自厦门市药品检验所.
1 . 1 . 2 　主要仪器与试剂 　B IO2RAD Model2450 型
酶标仪 ;Sigma 2 K15 离心机 ;CAR Y 3E 紫外分光光
度计 ;国产电动粉碎机 ;Bt 玉米检测试剂盒购自美
国 SDI 公司 ; PVDF 膜购自 Promega 公司 ;邻苯二
胺、BSA 等其它试剂为进口或国产分析纯试剂.
1. 2 　方法
1 . 2 . 1 1 Bt1 晶体蛋白碱溶解液的制备 　称取 Bt1
晶体蛋白质 10 mg ,加入 5 mL 0. 2 mol/ L PBS 缓冲
液 (p H 7. 5) ,悬浮 30 min ,1 000 r/ min 离心 15 min ,
吸取上清液 ;沉淀用 3 mL PBS 同样悬浮、离心、吸
取上清液 ;沉淀用 2 mL PBS 同样悬浮、离心、吸取
上清液 ;将 3 次上清液混合后于 5 000 r/ min 离心
30 min ,弃上清液 ,沉淀用 3 mL 0. 1 mol/ L NaOH
溶解 1. 5 h ,其间多次搅拌 ; 5 000 r/ min 离心 20
min ,吸取上层液用 p H 2. 0 的盐酸调 p H 至 7. 0 ,用
生理盐水定容至 5 mL 即为 Bt1 晶体蛋白质碱溶解
液 ;质量浓度测定采用紫外分光光度法[4 ] .
1 . 2 . 2 　Bt1 抗体的制备1 将 1 mL Bt1 晶体蛋白质
碱溶解液 (约 0. 2 mg)与等量福氏完全佐剂混合、乳
化 ,多点皮内注射免疫大白兔 ;然后用福氏不完全
佐剂代替完全佐剂 ,分别于 7 d、14 d 和 30 d 时强化
免疫 ;用琼脂糖双扩散法测定效价达 1∶100 以上
时 ,采血获兔抗Bt1 蛋白质血清 ,并用硫酸铵盐析法
纯化抗体[5 ] .
1 . 2 . 3 Bt1 抗体的免疫印迹分析1 参照《分子克隆实
验指南》[5 ] ,应用制备的Bt1 抗体对 Bt1 玉米标准 (颗
粒比 0. 15 %)和玉米 1 号样品进行免疫印迹分析.
1 . 2 . 4 　间接 EL ISA 检测 Bt1 蛋白方法的建立
1) 试剂的配制 : KH2 PO4 0. 02 g ,NaCl 0. 8 g ,
KCl 0. 02 g ,Na2 HPO4 0. 14 g ,BSA 0. 5 g , Tween220
0. 5 mL ,蒸馏水定容至 100 mL 即为 PBST 缓冲液 ;
Na2CO3 1. 33 g ,NaCl 1. 46 g , VC 0. 5 g ,加入 250
mL 蒸馏水即为样品提取液 ;BSA 0. 3 g 溶于 10 mL
PBST 缓冲液即为封闭剂 ;NaCl 4. 0 g , KH2 PO4 0. 1
g , Na2 HPO4·12H2O 1. 48 g , Tween220 0. 5 mL ,加
入蒸馏水 500 mL 即为洗涤液 ;NaCl 4. 0 g , KH2 PO4
0. 1 g , Na2 HPO4 ·12H2O 1. 48 g ,白明胶 0. 5 g ,
Tween220 0. 5 mL ,加入蒸馏水 500 mL 即为抗体稀
释液 ; C6 H8O7 2. 55 g , Na2 HPO4 ·12H2O 9. 215 g ,
Tween220 0. 5 mL ,加入蒸馏水 500 mL 即为底物缓
冲液 ;邻苯二胺 0. 01 g ,底物缓冲液 4 mL ,加入 2
μL 体积分数为 30 %的 H2O2 即为底物溶液 (现配现
用) ;2 mol/ L H2 SO4 为终止液.
2) Bt1 蛋白质标准溶液的配制 :将 Bt1 晶体蛋
白质碱溶解液用 PBST 缓冲液稀释成质量浓度为
10μg/ mL ,然后依次 2 倍稀释成 10 个质量浓度梯
度 (包括 0μg/ mL) .
3) 待测样品蛋白质的提取 : 取足量的样品
( > 667粒) ,用粉碎机磨碎成粉状后 ,从中称取 1. 0
g 于 10 mL 试管中 ,加入 5 mL 样品提取液 ,充分摇
匀后于 4 ℃放置 4 h ,5 000 r/ min 离心 15 min ,吸取
上清液.
4) EL ISA 测定 :在酶标板孔中加入 Bt1 蛋白标
准和待测样品 (100μL/ 孔) ,每个样品重复 3 次 ;将
酶标板放入湿盒中 ,37 ℃包被 3 h ;加入封闭剂 (100
μL/ 孔) ,37 ℃温育 30 min ;取出甩干 ,加入洗涤液
(150μL/ 孔) ,放置 1 min ,甩掉洗涤液并吸干 ,重复
洗涤 4 次 ;加入用抗体稀释液 1∶500 稀释的抗体
(100μL/ 孔) ,湿盒中 37 ℃温育 30 min ;洗板同上 ;
加入用抗体稀释液 1∶1 000 稀释的酶标二抗 (100
μL/ 孔) ,湿盒中 37 ℃温育 30 min ;洗板同上 ;加入
现配的底物溶液 (100μL/ 孔) ,湿盒中 37 ℃温育 15
min ;加入 2 mol/ L H2SO4 终止反应 (50μL/ 孔) ; 酶
标仪测定样品的 OD492值.
1 . 2 . 5 　试剂盒法 (双抗体夹心 EL ISA) 检测 Bt1 蛋
白1 称取 0. 2 g 粉状样品于 1. 5 mL 管中 ,加入 1
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mL 提取液 ,充分振摇 5 min ,室温静置 30 min ,
5 000 r/ min 离心 5 min ,吸取上清即为样品蛋白 ;向
酶联板孔中加入结合液 (100μL/ 孔) ,再分别加入
颗粒比 0 % ,0. 15 % ,0. 5 % ,2. 0 %的 Bt1 玉米标准
样品和待测样品 (100μL/ 孔) ,每个样品重复 3 次 ,
覆盖封口膜 ,混匀 ,室温放置 1 h ;加入洗涤液 (300
μL/孔) ,重复洗涤 5 次 ;加入显色液 (100μL/ 孔) ,
混匀 ,室温放置 10 min ;加入终止液 (100μL/ 孔) ,
酶联仪测定样品的 OD450值.
1 . 2 . 6 　应用间接 EL ISA 方法对实物进行定量检测
分析 　应用建立的 EL ISA 方法对 4 份实物样品进
行检测 ,并设立无菌双蒸水 (空白) 、非转基因样品
(阴性)和 Bt1 玉米标准样品 (阳性) 3 份对照.
2 　结果与分析
2. 1 　Bt1 抗体的免疫印迹分析
将Bt1 玉米阳性标准样品 (颗粒比 0. 15 %) 和
玉米实物样品 M2J1 的蛋白溶液进行 SDS2PA GE 电
泳后 ,转移到 PVDF 膜上 ,用质量浓度 5 g/ dL 脱脂奶
粉封闭非特异性位点 ,然后分别用一抗 (兔抗 Bt1 抗
体 ,1∶200)及二抗 (酶标羊抗兔 ,1∶1 000) 进行反应 ,
底物 DAB2H2O2 显色. 结果显示 (见图 1) ,标准样品
和实物样品均在相对分子质量62 000处出现显色条
带 ,表明制备的 Bt1 抗体能特异性识别 Bt1 蛋白.
1. Mark ;2. 标准蛋白电泳 ; 3. M2J1 电泳 ; 4. 标准蛋白免疫印
迹 ;5. M2J1 免疫印迹
图 1 　Bt1 抗体的免疫印迹分析结果
Fig. 1 　Western2blotting analysis of Bt1 protein
2. 2 　间接 EL ISA法和试剂盒法检测标准样品 Bt1
蛋白
Bt1 玉米检测试剂盒中 4 个标准样品的颗粒比
分别是 2 % ,0. 5 % ,0. 15 % ,0 % ,试剂盒法使用二种
抗体同时结合一个 Bt1 蛋白分子 ,形成双抗体夹心
式 EL ISA 用于检测杀虫蛋白. 间接 EL ISA 与双抗




低于试剂盒法 ,但二者之间没有显著差异 (见图 2) .
结果还显示 ,间接法对 Bt1 蛋白的最低可检值为
0. 15 %(即 667 粒中有 1 粒为转基因玉米) ,随着标
准样品的颗粒比由低至高成倍增长 , 其相应的
OD492值 (3 个检测结果平均值) 也呈梯度上升. 以标
准样品 Bt1 蛋白质颗粒比为横坐标 , 以相应的
OD492值为纵坐标 ,得到间接法检测 Bt1 蛋白质的颗
粒比标准曲线 (图 3) ,结果表明标准样品 Bt1 蛋白质
颗粒比与相应的 OD492值之间有良好的线性关系.
图 2 　间接 ELISA 法和试剂盒法检测标准样品 Bt1 蛋
白的结果
Fig. 2 　The results of Bt1 protein detection of standard
samples by indirect ELISA & commercial kit
图 3 　间接 ELISA检测 Bt1 蛋白的颗粒比标准曲线
Fig. 3 　Standard curve for detection of Bt1 protein by
ELISA
2. 3 间接 ELISA法和试剂盒法检测 Bt1 晶体蛋白
酶标仪测定的质量浓度梯度Bt1 蛋白标准溶液
的 EL ISA 结果显示 ,Bt1 蛋白质的间接法最低可检
值为 0. 312μg/ mL ,试剂盒法最低可检值为 0. 625
μg/ mL . 随着标准品的质量浓度由高至低成倍稀释 ,
间接法检测的 OD492值也呈梯度递减. 以标准溶液
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Bt1 蛋白质质量浓度为横坐标 ,以相应的 OD492值 (3
个检测结果平均值) 为纵坐标 ,得到间接 EL ISA 检
测 Bt1 蛋白质的质量浓度标准曲线 (图 4) . 结果表
明 ,标准溶液 Bt1 蛋白质质量浓度与相应的 OD 值
之间也有着良好的线性关系.
图 4 　间接 ELISA法检测 Bt1 蛋白质质量浓度标准曲线
Fig. 4 　Standard curve for detection of Bt1 protein con2
centration by ELISA
2. 4 建立的间接 ELISA方法定量检测玉米实物样品
根据间接 EL ISA 法检测 Bt1 蛋白的颗粒比标
准曲线 (图 3)与质量浓度标准曲线 (图 4) ,以及间接
法测定的玉米实物样品结果 (图 5) ,可以换算得到
样品颗粒比结果与质量浓度结果. 样品 M2J1 的检
测值最大 ,因而其蛋白质质量浓度 (10. 786μg/ mL)
和颗粒比 (0. 849 %) 在 4 个检测样品中也是最高
的 ;样品 M2J3 (5. 040μg/ mL 和颗粒比 0. 645 %) ,
M2J4 (1. 750μg/ mL 和颗粒比 0. 259 %)的检测值也
都大于 Bt1 蛋白的 EL ISA 最低可检值 ,因而可判定
样品 M2J1 ,M2J3 ,M2J4 为检测结果阳性. 样品 M2J2
的检测值 (0. 276 μg/ mL 和颗粒比 0. 016 %) 低于
Bt1 蛋白的 EL ISA 最低可检值 ,因而可判定为检测
结果阴性. 本实验在应用 EL ISA 法检测实物样品
时 ,同时做了阴性 (NC ,颗粒比 0 %) 、阳性 ( PC ,颗粒






化的不足[1 ] ,利用 EL ISA 法检测玉米样品中 Bt1 蛋
白质具有快速、简单、低耗、结果客观、易判定等优
图 5 　间接 ELISA 法和试剂盒法检测实物样品 Bt1 蛋
白质的结果
Fig. 5 　The results of Bt1 protein detection of practical





为 1 % ,日本规定的阈值颗粒比为 5 %和韩国规定的
阈值颗粒比为 3 %等 ,因而建立 EL ISA 方法定量检
测转基因产品具有现实意义和实用价值.
　　EL ISA 检测灵敏快速 ,但容易出现非特异性吸
附及本底过高的问题[3 ] . 为此 ,实验采取了下列措
施以增加方法的可行性和可靠性 : (1) 加入牛血清
蛋白以封闭板孔上非特异结合位点 ; (2) 加入适量
的表面活性剂 ( Tween220) 以去除过量的物质 ; (3)
洗涤液浸泡时间延长至 5 min ; (4) 在应用本方法定
量分析实物样品时 ,在微孔板上设立了多个阳性、
阴性标准样品和空白对照 ,并作了 3 个平行检测 ,
这样既便于制作每次实验的定量标准曲线 ,也有利
于提高检测结果的准确性. 实验以 Bt1 晶体蛋白质
碱溶解液为抗原制备了相应的抗体 ,建立了检测玉
米 Bt1 蛋白的间接 EL ISA 定量检测方法 ,并测定出
该方法对 Bt1 蛋白质的质量浓度最低可检值为
0. 312μg/ mL 和颗粒比最低可检值为 0. 15 %.
免疫印迹分析试验、进口试剂盒方法的验证结
果与实物样品的检测结果表明 ,建立间接 EL ISA 法
可以成功的检测转基因抗虫玉米中 Bt1 蛋白 ,检测
敏感度高于试剂盒法 ,且具有灵敏简便、快速准确、
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图 1 　摇瓶发酵中菌浓吸光度变化曲线
Fig. 1 　Time course of OD660 in the shaking2flask
fermentation
图 2 　摇瓶发酵中菌浓 HA变化曲线
Fig. 2 　Time course of HA concentration in the shaking2
flask fermentation
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